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La presente invention conceme les domaines de la biologie et de 
rimmunologie. Elle est relative d des v6sicules membranaires comportant des 
molecules, notamment antig6niques, de stnjcture pr6determinee, et a leurs 
utilisations. Elle conceme plus particullerement des vesicules comportant des 
mol6cules recombinantes du complexe majeur d'histocompatibilite, et leur 
utilisation comme immunogene ou comme outil diagnostique ou th6rapeutique. 
L'invention est egalement relative d des m§thodes de production de ces 
vesicules, des constmctions gen6tiques, cellules et compositions, utilisables pour 
la mise en oeuvre des m6thodes de l'invention. 

La specificite de la reconnaissance antig§nique est une caracteristique 
majeure des cellules du systeme immunitaire. Les lymphocytes B reconnaissent 
les antig§nes sous forme native. Les lymphocytes T reconnaissent les 
complexes form6s par I'association de peptides provenant de la degradation 
d'antigenes avec des mol6cules du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH). 
Les peptides, derives des antig^nes synth§tis6s par les cellules de I'organisme 
(antigenes tumoraux ou viraux), s'associerit aux molecules de classe I du CMH 
qui sont reconnues par les lymphocytes T cytotoxiques. Les peptides derives 
d'antigenes exog^nes s'associent aux mol6cules de classe II du CMH qui sont 
reconnues par les lymphocytes T auxiliaires. L'identification des peptides 
presentes par les molecules du CMH et reconnus par les lymphocytes T 
cytotoxiques (CDS) ou auxiliaires (CD4) a 6t6 a I'origine de nouvelles strategies 
therapeutiques et vaccinales. Cette evolution des immunotherapies necessite le 
d6veloppement de techniques d'evaluation de la r6ponse immunitaire specifique 
d'antigenes. 

Les peptides antig6niques s'associent avec les molecules du CMH dans 
des compartiments intracellulaires. Pour les molecules de classe II, ceux-ci sont 
composes de vesicules, contenues dans un granule plus large appartenant a la 
voie endocytique (Peters et al., Nature 349 (1991) 669). Leur fusion avec la 
membrane plasmique aboutit d'une part, a I'expression de complexes peptide- 
CMH d la surface cellulaire et d'autre part, a la secretion de ces vesicules 
appelees exosomes. 
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Les travaux de Raposo at al. (J. Exp. Med. 183 (1996) 1161) ont montre 
que les lymphocytes B sont capables de secreter des v6sicules exosomes. 
portant des molecules de classe II du CMH. En outre. ZItvogel et al. (Nature 
Medicine 4 (1998) 594) ont mis en evidence la production de vesicules 
membranaires particulieres par les cellules dendritiques (designees dexosomes). 
ayant des proprietes avantageuses. Ainsi, ces v6sicules expriment des 
molecules des classes I et II du CMH. et sont capables. apres sensibilisation aux 
antigenes correspondants. de stimuler in vivo la production de lymphocytes T 
cytotoxiques et de provoquer la regression totale ou partielle de tumeurs. 

La presente invention concerne de nouvelles methodes et compositions 
utilisables dans les domaines de la biologie et de I'immunologie. Plus 
particulierement. la presente invention d^crit de nouvelles vesicules 
membranaires dont la composition a et6 modifi6e de maniere d6temnin6e. En 
particulier. la presente invention decrit une nouvelle methode pemiettant la 
production. ^ fagon. de vesicules exprimant des molecules du complexe CMH de 
composition connue. eventuellement complex^es a des peptide antigeniques de 
structure determinee. La presente invention pemnet done de modifier la 
composition de vesicules membranaires de fagon contr6l6e. et done de cr^er des 
produits particulierement avantageux sur le plan therapeutique. diagnostique ou 

mSme experimental. 

Ainsi. les vesicules decrites jusqu'a present component, dans le meilleur 
des cas. les molecules du CMH endogenes, c'est-a-dire les molecules du CMH 
exprimees par la cellule dont elles sont issues. De ce fait, ces molecules sont de 
structure variee. pas toujours identifiees. et generalement multiples, selon le type 
HLA de l-organisme dont elles sont issues. Au contraire. la presente invention 
pemiet de produire des vesicules membranaires portant des molecules du CMH 
de composition definie. En outre, les vesicules de I'invention presentent 
I'avantage d'etre tres riches en molecules du CMH ainsi determinees. et d'offrir 
un puissant pouvoir immunogene. 

La presente invention concerne notamment des vesicules membranaires 
comprenant des molecules de structure predeterminee. notamment des 



molecules du CMH de structure pr6d6termin6e. La pr^sente invention conceme 
en particulier des v6sicules membranaires comprenant des complexes CMH- 
peptide de structure pr§d6terminee. La pr6sente invention conceme §galement 
una m6thode de modification de la composition d'une v6sicule membranaire 
comprenant I'introduction, dans una cellule productrice d'une telle v6sicule, d'un 
aclde nucl6ique comprenant una region hybride compos6e d'une region codanta 
fusionn§e d une region d'adressage, ou d'un acide nucl6ique codant pour une 
proteine ou polypeptide qui, saule ou associ6e d une ou plusieurs proteines, est 
naturellement adress6e dans ces vesicules membranaires. 

La presente invention conceme 6galement des v§sicules membranaires 
comprenant des molecules antigeniques definies, ancr6es dans la partia 
membranaire. De telles mol6cules peuvent §tre expos6es d I'ext6rieur des 
v6sicules ou, au contraire, renferm6es dans la fraction cytosolique. La pr6sente 
invention conceme encore des vesicules membranaires comprenant des 
molecules de stmcture pr§d§tarmin§e, expos§es d leur surface, permettant leur 
purification, notammant par des methodes d'affinite. La presente invention 
conceme aussi des v6sicules membranaires telles definies ci-dessus 
comprenant en outre un marqueur. Un tel marqueur permet notamment la 
d§tection des vesicules dans un echantillon, par exemple leur suivi in vivo. 

L'Invention conceme egalement un proced6 de preparation des v6sicules 
d6finies ci-dessus, ainsi que {'utilisation de ces vesicules. Ainsi, ces vesicules 
peuvent etre utilisees comme immunog6ne, pour la preparation d'anticorps. De 
manifere particuli^rement avantageuse, ces vesicules sont utilis6es pour produire 
des anticorps restreints au CMH, c'est-^-dire, sp§cifiqua d'un complexe peptide- 
mol§cule du CMH. 

Un premier objet de I'invention reside plus particulierement dans une 
vesicule membranaire, caract6ris6e en ce qu'elle comporte une molecule 
recombinante du complexe majeur d'histocompatibilit6. 

Le terme vesicule membranaire designe au sens de invention notamment 
toute v6sicule composes d'une bicouche lipidique renfermant une fraction 
cytosolique. Ces vesicules sont gen6ralement produites par relargage. d partirde 
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cellules, et^ont de ce fait 6galement designees dans la pr§sente demande par le 
terme "exosome". Les vesicules membranaires (ou exosomes) selon I'lnvention 
ont g6n6ralement un diametre de 60 a 80 nm environ. En outre, ces vesicules 
portent, avantageusement. des proteines membranaires qui sont dans la meme 
orientation que dans la membrane plasmique des cellules dont elles sont issues. 

La pr6sente invention montre maintenant qu'il est possible de modifier la 
composition des exosomes. de mani^re contrdlee et specifique. Plus 
particuli6rement. la presente invention montre qu'il est possible de produire des 
v6sicules membranaires exprimant des complexes moleculaires recombinants de 
composition (pr6)determinee. Comme illustre plus loin dans la presente 
description, de telles vesicules presentent des proprietes particuliferement 
avantageuses. tantsur le plan th6rapeutique que diagnostlque et experimental. 

La presente invention decoule tout d'abord de la selection de populations 
cellulaires particulieres pour la production des v§sicules membranaires. La 
presente invention r6sulte egalement de la mise en evidence quMI est possible 
d'introduire dans ces cellules, par voie genetique. des molecules recombinantes. 
et que ces molecules sont ensuite exprim6es de mani^re fonctionnelle et dense 

dans les exosomes. 

L'un des premiers elements de I'invention reside done dans la definition et 
I'identification de la population cellulaire utilisee pour la production des v6sicules 
membranaires. Avantageusement. la cellule utilisee est une cellule comportant 
des vesicules internes de secretion, cultivable, modifiable g6n6tiquement. et. 
pr6f6rentiellement. dont les vesicules intemes peuvent §tre secretees sous I'effet 
d'une stimulation exteme. II s'agit essentiellement de cellules de mammifere. en 
particulier de cellules animales. mais egalement de cellules d'origine humaine. 
Par ailleurs. il peut s'agir de cultures primaires ou de lign§es immortalisees. 

De maniere particulierement avantageuse. les cellules de depart sont 
essentiellement depourvues de molecules du CMH. c'est-S-dire n'expriment pas 
ou peu de molecules du CMH endogene. Cette caracteristique peut s'av§rer tres 
importante dans certaines applications, comme il sera illustr6 plus loin. 




Diff6rents types de cellules productrices d'exosomes ont 6t§ decrits dans 
la litterature, tels que parexemple les cellules dendritiques ou les lymphocytes B. 
N6anmoins, ces cellules sont g6neralement difficiles S transfecter et riches en 
molecules du CMH endogenes. De ce fait, bien qu'elies puissent etre utiiisees 
5 pour la mise en oeuvre de Tinvention, les v6sicules de la pr6sente invention sont 
plus pr6ferentiellement susceptibles d'etre obtenues § partir de cellules de 
mastocytes ou d6riv§es de mastocytes. 

Dans un mode de realisation particulier, les v6sicules membranaires selon 
I'invention sont pr6ferentiellement pr6parees S partir de cellules de mastocytes 
10 ou d6riv6es de mastocytes. 

Les mastocytes regroupent un ensemble de types cellulaires derives de 
precurseurs medullaires, r^sidant, apres differenciation, dans des ^pithelia 
comme la peau, le poumon, Tintestin ou la rate (Smith et Weis, Immunology 
Today 17 (1996) 60). Ces cellules se caract6risent essentiellement par le fait que 
15 leur cytoplasme est majoritairement constitu6 de granules qui contiennent de 
rhistamine, ainsi que de I'heparine ou des proteases, et en ce qu'elies expriment 
a leur surface des recepteurs de haute affinity pour les immunoglobulines E 
(IgE). En outre, un autre avantage de Tutilisation de mastocytes selon I'invention 
reside dans la possibilite de declencher (en particulier de stimuler fortement) 
20 I'exocytose (i.e., la liberation) des exosomes par differents traitements. Ainsi, il 
est possible de reguler la production des vesicules par traitement en presence 
d'un ionophore calcique ou, de maniere plus physiologique, par la stimulation des 
recepteurs de haute affinite pour les IgE. 

Ces cellules presentent des proprietes particulierement avantageuses 
25 pour la mise en oeuvre de la presente invention, a savoir la presence de 
vesicules internes de secretion, la possibilit6 de les cultiver et d'induire une 
exocytose massive. En outre, il a maintenant ete montre, comme decrit dans les 
exemples, que ces cellules peuvent egalement etre modifiees g6n6tiquement de 
maniere stable, ce qui represente une propriete particulierement avantageuse 
30 pour la mise en oeuvre de la pr6sente invention. 



6 



Plus sp6cifiquement. les v6sicules selon invention ont un diam^tre de 60 
a 80 nm environ, et sont produites & partir de cellules de mastocytes ou deriv6es 
de mastocytes. 

Dans un mode pr6fere, les v§sicules membranaires de rinvention sont 
essentiellement depourvues de molecules du CMH endogenes, Uabsence de 
molecules endogenes du CMH (c'est-a-dire de molecules du CMH de la cellule 
productrice des v6sicules) peut §tre mise en evidence au moyen d'anticorps 
sp6cifiques. par les techniques classiques. Elle peut egalement etre mise en 
Evidence par la selectivity des anticorps obtenus par immunisation avec les 
vesicules. Comme indique dans les exemples. les vesicules de I'invention sont. 
dans un mode particuli^rement avantageux. capables d'induire. chez I'animal. 
une production d'anticorps sp§cifiques des molecules recombinantes d6finies 
exprim^es par elles. sans detection d'anticorps dirig§s centre les cellules non 
modifiees gen6tiquement. Le terme "essentiellement" depourvu d§signe le fait 
que certaines molecules du CMH peuvent etre pr6sentes en quantites tres 
faibles. difficilement d§tectables par les methodes classiques. et sans 
interference notable sur la sp6cificit6 antigenique des vesicules de rinvention. 

Des vesicules membranaires particuliferes selon invention sont plus 
sp§cifiquement caracterisees par les propri6t6s suivantes: 

- elles sont essentiellement depoun/ues de molecules du CMH 

endogenes, 

- elles portent une ou des molecules recombinantes de structure 
definie. par exemple des complexes peptide-CMH recombinants, de composition 
definie. 

De telles vesicules de rinvention sont avantageusement produites ^ partir 
de cellules deriv§es de mastocytes. qui sont essentiellement depourvues de 
molecules du CMH endogenes. A cet egard. il est connu que les mastocytes 
accumulent dans leur granules de secretion des molecules de classe II du CMH. 
En particulier, les mastocytes sont capables d'accumuler de maniere 
preterentielle les complexes CMH-ll-peptide dans des compartiments 
intracellulaires multivesiculaires particuliers, les granules de secretion (Raposo et 




al., Mol. Biol. Cell 8 (1997) 2619). Ces cellules. pr§lev6es chez un mammifere, 
comportent done des molecules du CMH endogenes. De maniere 
particulierement avantageuse, on utilise dans le cadre de la presente invention 
des Iign6es de cellules d6riv6es de mastocytes, essentiellement d6pourvues de 
5 nnolecules du CMH endogenes. Differentes Iign6es de cellules mastocytaires ont 
§t6 decrites dans la Iitt6rature. La presente demande montre malntenant que 
certaines de ces Iign6es possedent des niveaux faibles de molecules du CMH. et 
sont done particulierement avantageuses pour la mise en oeuvre de Tinvention. A 
titre illustratif. on peut citer notamment des lignees deriv§es des cellules RBL 

10 (Rat Basophicil Leukemia). depos6es ^ I'ATCC sous le num6ro CRL1378 
(Kulczycki et al.. J. Exp. Med. 139 (1974) 600). la lignee KU-812 (Butterfield et 
al., Leukemia Res. 12 (1988) 345). ou encore des cellules d'une lignee de 
mastocytes immatures humains, telle que la lignee HMC (Nilsson et al.. Scand. J. 
Immunol. 39 (1994) 489). Un exemple particulier de lignee est la Iign6e RBL - 

15 2H3 (Barsumian et al. Eur. J. Immunol. (11 (1981) 317). II est entendu que toute 
autre cellule presentant les proprietes enoncees ci-dessus peut etre mise en 
oeuvre. 

Dans le cadre de la presente invention, I'expression "composition definie" 
designe plus particulierement le fait que les vesicules de Tinvention possedent 

20 par exemple une grande specificite antigenique et d'haplotype. Ainsi, les 
v6sicules d6crites dans Tart ant6rieur expriment generalement des molecules du 
CMH d'haplotypes divers et inconnus. Au contraire, les vesicules preferees de 

[Invention expriment des molecules recombinantes dont Thaplotype est 

predetermine de maniere precise. Le terme "recombinant" indique que la 

25 molecule r^sulte de Texpression, dans la cellule productrice des vesicules. d'un 
acide nucleique recombinant codant pour cette molecule. Les vesicules 
membranaires selon la presente invention sont done plus preferentiellement 
produites a partir de cellules, etablies en lignees, qui sont modifi6es 
g6netlquement pour exprimer des constituants de structure predeterminee. 

30 Comme indique ci-avant, les v6sicules de I'invention expriment 

avantageusement des molecules definies du CMH. 
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Les molecules du CMH humain se regroupent dans deux classes 
distinctes. les molecules du CMH de classe I et les molecules du CMH de classe 
II. 

Dans un mode particulier de realisation, les vesicules selon invention 
expriment una ou plusieurs molecules recombinantes du complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe II. A cet §gard, les molecules du CMH humain de 
classe II sont compos6es de deux chaTnes. une chaine a et une chaTne p. la 
chaTne p conferant la specificity all6lique au complexe. 

Dans une variante sp§cifique. les v6sicules selon I'invention expriment 
plus particulierement une chaTne a recombinante d'une molecule du complexe 
majeur d'histocompatibilite de classe II. Dans une autre variante sp6cifique, les 
vesicules selon I'invention expriment plus particulierement une chaTne a et une 
ChaTne p recombinantes d'une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite 
de classe II. 

Differents types de molecules du CMH II humaines ont ete identifies, 
caracterises et sequences (voir par exemple Immunogenetics 36 (1992) 135). On 
peut citer a titre preferentiel les molecules de type DR1 S DR13, notamment 
DR1. DR2, DR3, DR4, DR5. DR6 et DR7. L'ADN codant pour les DR humains, 
en particulier les DR1 a 13, peut etre aisement isoie ^ partir de cellules, banques 
ou plasmides par les techniques classiques de biologie mol6culaire. Ces 
sequences ont notamment ete decrltes dans Bodmer et al. (Tissue antigens 44 
(1994) 1). De preference, les exosomes selon I'invention expriment done une 
molecule du CMH de classe II comprenant une chaTne a et une chaTne p 
selectionnees parmi les haplotypes DR1 a DR13, encore plus preterentiellement 
DR1 ^ DR7. 

Dans un exemple specifique. I'invention concerne toute vesicule 
membranaire comprenant une chaTne a et/ou p recombinante d'une molecule du 
CMH-lld'haplotype DR1. 

Dans un autre mode de realisation, les vesicules selon ['invention 
expriment une ou plusieurs molecules recombinantes du complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe I. Les molecules du CMH classe I sont composees 



egalement de deux chaTnes, ia chame a transmembranaire et polymorphique, et 
la p2-microglobuline, qui est constante et soluble. Chez rhomme, trois locus 
genetiques codent pour la chame a , designes A, B et C. Dans les molecules de 
CMH-I classiques, chaque locus A, B et C de la chaine a est soumis d une 
variation allelique. Ainsi, on denote les alleles A1, A2, A3, etc. A10, B1, B7, B37, 
B54, etc., CW3, CW6, etc. (voir par exemple Bodmer et al. pr6cit6e et 
Immunogenetics 36, 1992, pr6citee). 

Pr6f6rentiellement. les exosomes de I'invention expriment une chaTne a 
d'une molecule du CMH-I classique, c*est-a-dire transnnennbranaire et 
polymorphique. Encore plus preferentiellement. il s'agit d'une chaTne a d'une 
molecule du CMH-I d'allele A1. A2 ou A3. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, les exosomes selon 
{'invention expriment une chaTne a d'une molecule du CMH-I non-classique, 
c'est-a-dire non-polymorphique. En effet, par opposition aux CMH-I dits 
"classiques", soumis a un polymorphisme important, il existe chez Thomme des 
molecules du CMH-I "non-classiques", qui sont essentiellement non 
polymorphiques. De telles molecules ont par exemple ete decrites dans 
Bendelac et al. (Ann. Rev. Immunol. (1997) 535). Un exemple prefere de CMH-I 
non-classique selon I'invention est repr6sente par la molecule Cd1. 

II est entendu que tout autre molecule du CMH-I humain peut etre 
exprimee dans le cadre de la presente invention. 

Dans un exemple specifique, I'invention concerne done toute vesicule 
membranaire comprenant une proteine recombinante d'une molecule du CMH-I. 

Dans une variante particuliere. les vesicules de I'invention comportent 
plusieurs molecules du CMH de classe I et/ou M. Ainsi, une vesicule avantageuse 
comporte par exemple 2 molecules du CMH-I I d'haplotypes differents. ou plus. 
Toute autre combinaison de molecules du CMH est bien entendu possible, telle 
que par exemple des CMH-I et CMH-II. 

Les vesicules de invention exprlmant un ou plusieurs complexes du CMH 
definis sont particulierement avantageuses puisqu'elles permettent de presenter 
un peptide antigenique donne, dans un contexte MHC defini. A cet egard, dans 
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un mode plus pref6r§ de rinvention, les vesicules membranaires comportent un 
complexe entre un peptide defini et la molecule recx)mbinante du complexe 
majeur d'histocompatibillt6. 

Les v6sicules de I'invention peuvent par allleurs comporter une ou 
plusieurs autres molecules d'lnt6ret, h6terologues. en plus ou ^ la place des 
molecules du CMH mentionn§es ci-dessus. A cet egard. dans une varlante 
particuliere, I'invention conceme des v§sicules membranaires produites ^ partir 
de cellules de mastocytes ou deriv6es de mastocytes, caracterisees en ce 
qu'elles comportent une ou des molecules h6terologues d'interet. Le temne 
cellule "derivee" de mastocytes d6signe des lignees transformees et/ou 
immortalisees et/ou obtenues S partir de cellules de mastocytes ou de 
basophiles et pr6sentant des proprietes de cellules de mastocytes (accumulation 
de vesicules internes de secretion). Le terme "h§t§rologue" indique que la 
molecule d'interdt n'est pas pr6sente, sous cette forme, dans les exosomes de 
I'invention a I'etat naturel. 

Les molecules d'interet port6es par ou contenues dans les exosomes de 
rinvention peuvent etre touts proteine, polypeptide, peptide, aclde nucleique. 
lipide. ainsi que toute substance d'inter§t (de nature chimique, biologique ou 
synthetique). Ces molecules peuvent etre de nature recombinante, et §tre 
introduites dans la cellule productrice ou directement dans/sur les exosomes. 
Des types plus particulierement pr^feres de molecules d'interet sont notamment 
des molecules du CMH. des antigenes (entiers ou sous forme de peptides), des 
ligands de recepteurs, des recepteurs (specifiques) de ligands, des acides 
nucleiques. des produits pharmacologiques, des marqueurs ou encore des 
peptides ou proteines permettant une purification des vesicules. 

Comme antigene, on peut citer plus particulierement toute prot6ine, 
notamment cytoplasmique, d'origine virale ou tumorale. A titre d'exemples 
preferes de prot6ines d'origine virale. on peut citer notamment toute proteine 
cytoplasmique ou membranaire exprimee par les vinjs EBV, CMV. VIH. rougeole, 
hepatite, etc. II s'agit plus pr6ferentiellement des proteines cytoplasmiques, c'est- 
^-dire essentiellement invisibles au systeme immunitaire dans le processus 




d'infection classique, et done faiblement immunogenes dans les conditions 
naturelles ou egalement de prot6ines ou fragments de proteines membranaires. 
A titre d'exemples pref6res de proteines d'origine tumorale, on peut alter 
notamment les proteines p53 {sauvage ou toute forme mutee presente dans une 
5 tumeur). MAGE (notamment MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3, MAGE 4, MAGE 5 et 
MAGE 6), MART (notamment MART 1). la Gp100. les proteines ras (p21 
sauvage ou mut§es), etc. II est entendu que toute autre prot^ine d'interet peut 
etre exprimee dans ou a la surface des exosomes de Tinvention, en suivant 
Tenseignement de la presente demande. 

10 A cet egard, les molecules antigeniques recombinantes peuvent etre 

presentes soit S la surface des v^sicules (exposees), soit a I'interieur des 
v6sicules. En effet, de maniere particuli^rement surprenante, les inventeurs ont 
montr6 que des vesicules de I'invention contenant, dans leur cytosol, un antigene 
recombinant (notamment p53) 6taient capables d'induire, chez Tanimal, une 

15 production tres 6levee d'anticorps diriges contre cet antigene. 

Parmi les recepteurs de ligands, on peut citer, de maniere generate, tout 
recepteur de ligand naturel ou issu de manipulations g6n6tiques. En particulier, 11 
peut s'agir de tout recepteur d'homnone, facteur de croissance, lymphokine, 
facteur trophique, antigene, etc. On peut citer plus particulierement les 

20 recepteurs des interleukines IL1 a IL15. le recepteur de I'hormone de croissance, 
ou le recepteur de facteurs de stimulation de colonies de granulocytes et/ou 
macrophages (G-CSF. GM-CSF, CSF, etc). Un exemple particulier de recepteur 
de ligand est compose d'un anticorps simpIe-chaTne (ScFv), qui permet 
Tinteraction avec un ligand specifique. Un autre exemple particulierement 

25 avantageux au sens de I'invention est represents par le recepteur a I'antigene 
des lymphocytes T (TcR). Des exosomes de Tinvention exprimant ^ leur surface 
un ou plusieurs TcR definis constituent des outils d'analyse et de diagnostic 
particulierement avantageux, comme il sera detaille plus loin. 

Comma produit pharmacologique, on peut citer toute substance active, de 

30 nature chimique. telle que par exemple des produits pharmaceutiques prepares 
par les techniques de chimie conventionnelles. On peut Sgalement citer toute 
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prot6ine. polypeptide ou peptide ayant une activity bioiogique. tel que par 
exemple une toxine. une honnone. une cytokine, un facteur de croissance. une 
enzyme, un suppresseur de tumeur, etc. 

L'acide nucleique peut §tre tout ADN ou ARN codant pour une proteine. 
polypeptide ou peptide pharmacologique tel que mentionne ci-dessus. ainsi que 
tout autre acide nucl6ique pr6sentant une propri6t§ particuliere (antisens. anti- 
g6ne. promoteur. represseur. site de liaison d'un facteur transcriptionnel. etc.). " 
peut s'agir d'un oligonucleotide, d'une phase codante. d'un chromosome artificiel. 
etc. 

Les vesicules de I'invention portant un r^cepteur de ligand peuvent etre 
utilis^es pour la detection de toute interaction de type r6cepteur-ligand. en 
particulier de falble affinite. dans tout 6chantillon bioiogique. comme il sera 
explique plus en details dans la suite du texte. D'autre part, de telles v§sicules 
peuvent egalement §tre utilisees pour vehiculer les substances d'interet 
(prot6ine. peptide, nucleique acide. substance chimique. etc.) vers des cellules. 
Ainsi. les exosomes de I'invention peuvent etre utilises, de mani§re g§n6rale, 
pour le transport et le transfert de toute molecule dans des cellules, in vitro, ex 
vivo ou in vivo. L'invention conceme done toute v6sicule telle que decrite ci-avant 
comprenant une molecule h§terologue d'interet, utilisable comme vecteur de 
transfert de ladite molecule dans une cellule. 

Dans un mode plus prefere, les exosomes de I'invention sont utilises pour 
le transfert oriente de substances d'interet vers des populations cellulaires 
s6lectionnees. Ainsi, il est possible de preparer des v6sicules de I'invention 
comportant une substance d'int6r§t (une toxine, une hormone, une cytokine, un 
acide nucleique recombinant, etc.) et exprimant a sa surface un recepteur de 
ligand ou un ligand de recepteur. et de mettre en contact lesdites vesicules avec 
des cellules exprimant le ligand ou le recepteur correspondent. Cette approche 
permet done un transfert cibl6 et efficace. 

A cet 6gard. un objet particulier de I'invention reside dans une vesicule 
telle que d6fmie ci-avant, caracterisee en ce qu'elle exprime un recepteur de 
ligand et en ce qu'elle comporte une molecule h6terologue d'inter§t. 



13 



Les v6sicules de I'invention peuvent en outre comporter un peptide ou une 
prot6ine recombinant permettant une purification des v6sicules. Ainsi, I'invention 
decrit en effet la possibilite de modifier g6n6tiquement la composition des 
exosomes. et done de leur faire exprimer une molecule "Etiquette" particuli§re, 
permettant sa purification. En particulier, il est possible d'obtenir un exosome 
exposant un peptide de structure particulidre, qui peut etre als§ment d6tect§ et 
capte par une molecule r^ceptrice. Dans un exemple particulier, un exosome est 
produit comportant, dans sa stmcture, une molecule peptidique comprenant le 
motif His6 (i.e., 6 residus histidine cons6cutifs). La presence d'un tel r6sidu d la 
surface des exosomes permet leur purification ais6e sur support fonctionnalise 
avec du nickel. D'autres peptides recombinants de ce type peuvent etre utilises, 
comme par exemple le tag c-myc, VSV ou HA. 

Enfin, dans une variante particuli6re, les vesicule selon I'invention 
comportent en outre un marqueur. Le marqueur peut etre de nature dlff6rente 
(enzymatique, fluorescent, radioactif, etc.) et present dans la v6sicule ou a sa 
surface. Un marquage pr6f§r6 est non-radioactif, comme par exemple un 
marquage fluorescent. Plus pr6f6rentiellement, le marquage utilise est un 
fluorochrome ou une enzyme d substrat chromog§nique. Le marquage peut etre 
r6alis6 directement sur la cellule productrice, ou bien sur les exosomes prodults. 

L'invention conceme dgalement toute composition comprenant une ou 
plusieurs vesicules membranaires telles que definies ci-dessus. Les 
compositions de ('invention peuvent en outre comprendre une plurality de 
vesicules membranaires telles que d6finies ci-dessus, portant des molecules 
recombinantes differentes. En particulier, une composition selon I'invention peut 
comprendre des vesicules membranaires telles que definies ci-dessus, portant 
des molecules recombinantes du CMH d'haplotypes differents en association 
avec un m§me peptide antlgenique. II peut s'agir §galement de compositions 
comprenant des v6sicules membranaires telles que definies ci-dessus, portant 
des molecules recombinantes du CMH d'un m§me haplotype. associees a 
differents peptides antig6niques, par exemple. D'autres combinaisons de 
v§sicules selon I'invention sont bien entendu possibles. 
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Les compositions de Tinvention comprennent g^neralement un vehicule tel 
qu'une solution tampon, saline, physiologique. etc.. pemiettant de preserver la 
stmcture des vesicules. Elles peuvent en outre comprendre tout agent 
stabilisant. tensio-actif. etc.. de pr6f6rence compatible avec un usage biologique 
(in vitro ou in vivo). Ces compositions peuvent etre conditionn6es dans tout 
dispositif appropri6. tel que tube, flacon, ampoule, flasque. poche. etc. et 
stock§es S 4''C ou a -20X. par exemple. Des compositions typiques selon 
I'invention comprennent de 5 a SOOpg d'exosomes, par exemple de 5 a 200 pg. 

Les v6sicules de I'invention sont obtenues a partir de cellules 
g6n6tiquement modifi§es. Comme indiqu6 plus haut. la presente invention 
r6sulte en effet de la mise en Evidence quMI est possible d'introduire dans 
certaines cellules, par vole g6n6tique. des molecules recombinantes. et que ces 
molecules sont ensuite exprim§es de mani^re fonctionnelle et dense dans les 
exosomes. 

Pour la production des v6sicules de I'invention portant des molecules 
recombinantes de composition determinee. un premiere etape consiste done g 
introduire, dans une cellule productrice de vesicules. telle que definie ci-dessus. 
les constructions g6netiques pemiettant I'expression de la (ou des) mol6cule(s) 
recombinantes s6lectionn§e(s). 

Les constructions gen6tiques utilisees pour la production des cellules 
peuvent comprendre. de maniere gen6rale. une region codante placee sous le 
controle d'un promoteur fonctionnel dans la cellule utilisee (cassette 
d'expression). 

Generalement, le promoteur utilis6 est done un promoteur fonctionnel 
dans les cellules mammiferes. II peut s'agir d'un promoteur viral, cellulaire ou 
bacterien. par exemple. II peut s'agir d'un promoteur constitutif ou r6gul6. de 
preference permettant une expression a des niveaux 61eves de proteins dans la 
cellule. Parmi les promoteurs utilisables. on peut citer ^ titre d'exemple le 
promoteur pr^coce immediat du cytomegalovirus (CMV). le promoteur du SV40. 
le promoteur du gene de la thymidine kinase, notamment HSV-1 TK, le 
promoteur du LTR d'un retrovirus, notamment LTR-RSV. ou encore un 
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promoteur endogene fort des cellules de mastocytes. Un mode de realisation 
particulidrement pref6re comprend rutilisation du promoteur SRa, tel que d6crit 
plus en details dans les exemples. 

La region codante utilisee est generalement compos§e d'un ADN, 
compl6mentaire, g6nomique ou synth6tique (par exemple modifie pour 
comporter certains introns ou pour avoir un usage de codons pr6f6rentiel). Plus 
g6n6ralement, il s'agit d'un ADNc. Get acide nucl6ique peut etre obtenu par 
toutes les techniques connues de la biologie mol6culaire. et notamment par 
criblage de banque, amplification, synthese, coupures et ligatures enzymatiques, 
etc. 

Selon le type de region codante utilis6e, certaines modifications peuvent 
par ailleurs etre apport6es S la construction. Ainsi, il peut etre particulierement 
avantageux dans certains cas d'introduire dans la region codante une sequence 
de signalisation. permettant d'adresser le produit d'expression dans un 
compartiment particulier de la cellule, en particulier vers un compartiment 
membranaire (interne, plasmique, etc.). Ce signal d'adressage peut etre 
positionne en arhont (5'), en aval (3') ou d rint§rieur de la region codante. 
Pr6ferentiellement. le signal d'adressage est positionne en 3' de la region 
codante, plus particulierement dans sa region cytoplasmique, et en phase de 
lecture avec la region codante. L'emploi d'un signal d'adressage peut etre 
particulierement utile pour favoriser {'accumulation du produit d'expression dans 
ou a la surface d'un compartiment intraceilulaire donne, notamment dans ou a la 
surface des vesicules de secretion. Ce mode de mise en oeuvre est 
particulierement adapts a I'expression d'une molecule telle qu'un peptide 
etiquette, un antigene, une molecule du CMH-I ou encore un ligand de r6cepteur. 
En revanche, de maniere particulierement avantageuse, la presente demande 
montre que des molecules du CMH-II humaines peuvent etre exprimees 
directement, sans ajout de signal particulier, dans des vesicules secretrices de 
cellules de mastocytes, meme xenog6niques. 

Pour la mise en oeuvre de la pr§sente invention, il est possible en 
particulier d'utiliser comme signal d'adressage un fragment d'acide nucleique 
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ayant la sequence d'une partie des genes suivants : Lamp1. CD63. LIMPII, 
Cd1c, FcyR. Ces genes comportent en effet des regions codant pour des signaux 
d'adressage de la proteine vers les compartiments de I'endosome des cellules 
(Sandoval at Bakke. Trends in Cell Biol. 4 (1994) 292). Un signal d'adressage 
utilisable dans la pr6sente invention r6pond par exemple ^ la formula G-Y-X-X-l. 
dans laquelle X represente tout residu d'acide amin§. Un signal d'adressage 
particuli^rement adapts a la pr6sente invention est compos6 du peptide signal de 
la proteine LAMP1 de sequence SHAGYQTI. Un autre type de signal pemnettant 
I'adressage vers les compartiments membranaires. comprend tout ou une partie 
d'une region transmembranaire de proteine. 

Dans les constructions utilisees. la region codante est Ii6e de maniere 
fonctionnelle au promoteur. de maniere § permettre son expression dans les 
cellules. 

Par ailleurs. les constmctions de rinvention peuvent avantageusement 
comprendre une region. plac§e en 3' de la region codante. qui sp6cifie un signal 
de fin de transcription (region polyA par exemple). 

Les cassettes d'expression selon I'invention font avantageusement partie 
d'un vecteur, de type plasmidique. viral, episomal, chromosome artificial, etc. A 
cet egard. un tel vecteur comprend avantageusement un syst^me permettant la 
selection des cellules le contenant. En particulier. les vecteurs comprennent 
avantageusement un gene codant pour un produit conferant une resistance a 
una agent, par exemple a un antibiotique (ampicilline. hygromycine. g§n6ticine. 
neomycine. z6ocine. etc.). Dans un mode particulier de mise en oeuvre. chaque 
vecteur comporte une saule cassette d'expression telle que d6crite ci-avant. 
Dans ce mode de realisation, les cellules sont done modifi6es par introduction de 
plusieurs vecteurs, lorsque plusieurs molecules sont a exprimer dans les 
vesicules (par exemple une chaTne a et une chaTne p de CMH-II). Dans ce mode 
de realisation chaque type de vecteur utilise comprend avantageusement un 
systeme de selection different, permettant de seiectionner aisement les multiples 
transfectants. 
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Dans un autre mode de realisation, un vecteur peut comprendre plusieurs 
cassettes d'expression telles que definies ci-avant. par exemple Tune codant une 
chaTne a et Tautre, une chame p de CMH-II. 

Les vecteurs utilises sont pref6rentiellement de type plasmldique, et 
comportent par exemple une origine de replication bacterienne permettant leur 
manipulation et leur production aisles in vitro. De tels vecteurs peuvent 
notamment etre construits ^ partir de plasmides de type pBR322, pUC, pBS, 
pSR. etc. 

Pour la production d'exosomes selon Tinvention, des cellules modifi6es 
gen6tiquement sont done mises en oeuvre, exprimant les mol6cules 
s6lectionn§es. Ces cellules modlfiees gen§tiquement sont prepar^es par 
introduction, dans des cellules choisies comme d6fini ci-dessus, des 
constructions g§n6tiques definies ci-avant. 

L'introduction des constructions gen§tiques peut etre realisee de 
diff6rentes fagons. essentiellement selon le type de cellule utilis6. Ainsi, le 
transfert des acides nucleiques peut §tre realist par toute technique connue telle 
que electroporation, precipitation au phosphate de calcium, agent chimique 
(peptide cationique, polymeres. lipides, etc.). balistique, etc. Dans le cas de 
vecteurs viraux, le transfert est generalement obtenu par simple infection des 
cellules. Les quantites de vecteur utilisees peuvent par ailleurs etre adaptees par 
I'homme du metier en fonction du type de transfert et des cellules utilis6es. A cet 
egard. une m6thode particulierement efficace pour {'introduction des acides 
nucleiques dans les mastocytes comprend Telectroporation des vecteurs. 

D'autre part, lorsque plusieurs constructions (vecteurs) doivent etre 
introduites dans les cellules, celles-ci peuvent etre transferees simultanement ou 
de maniere sequentielle. 

Apres transfert, les cellules ayant effectivement incorpore les acides 
nucl6iques sont s6lectionnees et donees sur la base de leur resistance a un 
compose (e.g., antibiotique) grace au gene de resistance present dans I'ADN 
ayant et6 transfere. Ces cellules peuvent etre utilis6es extemporanement pour la 
production d'exosomes de i'lnvention, ou bien etre stock6es en vue d'une 
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Utilisation ult6rieure. A cet 6gard. les cellules peuvent gtre conserv6es a 4X 
dans un milieu de conditionnement usuel pendant une p6riode suffisante pour 
permettre diff6rents lots de production d'exosomes. Les cellules peuvent 
6galement §tre conservees sous fomne congel6e (par exemple dans Tazote). en 
vue d'utillsations ulterieures. A cet 6gard. il est ainsi possible selon la presente 
invention de constituer des banques de cellules productrices d'exosomes ayant 
des propri6t6s particulieres. En particulier. il est possible selon rinvention de 
constituer des banques de cellules exprimant les principaux types HLA des 
molecules de classe II du CMH. De ce fait, il est alors possible, selon les 
applications envisagees et selon le type HLA du sujet. de choisir dans la banque 
les cellules productrices des molecules du CMH con-espondant, sans devoir 
reconstruire ces cellules au cas par cas. 

A cet 6gard. un objet particulier de rinvention reside dans une cellule 
productrice d'exosomes telle que d6finie ci-avant. en particulier une cellule de 
mastocyte. caract6risee en ce qu'elle comporte un acide nucleique recombinant 
codant pour une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite. L'invention 
conceme aussi toute cellule productrice d'exosomes telle que definie ci-avant. en 
particulier une cellule de mastocyte. caracteris6e en ce qu'elle comporte un acide 
nucl6ique recombinant codant pour une chaTne invariante li. notamment modifi§e 
pour comprendre un peptide antlg§nique a la place de la region CLIP, ou pour un 
peptide permettant la purification de I'exosome. 

Plus particulierement. il s'agit d'une cellule mammifdre. notamment 
d'origine animale. en particulier de rongeur. II peut egalement s'agir d'une cellule 
d'origine humaine. Dans un mode plus particulier. il s'agit d'une lign6e cellulaire 
d6riv6e d'un mastocyte. telle que notamment une lignee mastocytaire d'une 
leucemie a basophile. A titre d'exemple particulier. on peut citer les cellules de la 
lignee RBL, notamment RBL-2H3. les cellules de la lign§e KU-812 ou HMC-1. 

Pr§f6rentiellement. I'acide nucleique recombinant code pour une chaTne a 
et/ou une chaTne p d'une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de 
classe 11 et/ou pour une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de 
classe I. Dans un autre mode de realisation, la cellule comprend plusieurs acides 
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nucl6iques codant respectivement pour une chame a et une chaine p d'une 
molecule du complexe majeur d'histocompatlbilit§ de classe II. 

La presents invention permet de produire, de maniere simple et 
reproductible, des quantit6s importantes d'exosomes de composition connue. 
Pour la production des exosomes, les cellules modifi6es genetiquement decrites 
ci-dessus sent cultiv6es dans un milieu appropri6, et les exosomes sont 
r6cup6r6s. 

Un objet particulier de invention reside ainsi dans un proc§d6 de 
production d'un exosome comportant une molecule recombinante d6finie. 
comprenant les stapes suivantes: 

a) la culture d'une cellule de mastocyte ou d6riv6e de mastocyte 
comportant un acide nucleique recombinant codant pour ladite molecule 
recombinante definie, 

c) la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces 
exosomes comprenant ladite molecule recombinante definie. 

Avantageusement, le proced§ selon I'inventlon comprend en outre une 
etape intermediaire b) au cours de laquelle les cellules sont stimul6es pour 
induire et/ou augmenter la s§cretion des exosomes. 

□'autre part, le precede de I'invention permet la production de vesicules 
dans lesquelles la molecule recombinante d§finie est exposee a Texterieur de 
I'exosome, ou est incluse. en partie ou en totalite, dans la fraction cytosolique de 
Texosome. 

Comme indiqu6 ci-avant, dans le proced6 de rinvention, la molecule 
recombinante peut etre. par exemple, une molecule du complexe majeur 
d'histocompatibilit6. une mol6cule antig6nique, un ligand de recepteur. un 
recepteur de ligand ou un peptide de purification, ou tout autre polypeptide 
d'interet. En outre, comme expliqu6 ci-avant, dans certains modes de realisation, 
I'acide nucl6ique utilis6 dans le precede comprend en outre une region codant 
pour un signal d'adressage vers les compartiments membrahaires, notamment 
les v6sicules internes de secretion, du mastocyte. 
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Un autre objet particulier de Tinvention reside dans un precede de 
production d'une vesicule membranaire, comprenant 

- la culture d'une cellule productrice d'exosomes. comprenant un 
acide nucl§ique recombinant codant pour une mol§cule recombinante du CMH. 

5 en particulier de classe 1 ou II, et 

- la recuperation des exosomes produits. le cas 6cheant apres 

stimulation de I'exocytose. 

A cet 6gard. I'invention conceme egalement un proced6 de preparation 
d'un exosome comportant un complexe peptide-CMH de composition d6finie. 

10 caracteris6 en ce qu'il comprend: 

- la culture d'une cellule productrice d'exosomes comportant un ou 
plusieurs acides nucleiques recombinants codant pour une molecule 

recombinante d6finie du CMH, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des 

15 exosomes, 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces 
exosomes exprimant ^ leur surface ladite molecule recombinante definie du 
CMH, et, 

- la mise en contact des exosomes avec le ou les peptides. 
Pour la mise en oeuvre de I'invention. le ou les peptides utilises peuvent 

etre des peptides de synthese. des melanges de peptides, des extraits 
cellulaires. par exemple un melange de peptides extrait de cellules tumorales. Le 
ou les peptides peuvent etre sous forme Isolee. ou purifiee ou, comme indique ci- 
dessus. de melange. Par ailleurs. apres mise en contact des exosomes avec les 
peptides, les exosomes peuvent §tre isoles ou purifies selon les methodes 
conventionnelles. 

Dans une autre variante. I'invention conceme un proc§d6 de preparation 
d'un exosome comportant un complexe peptide-CMH de composition d6finie. 

caract§ris6 en ce qu'il comprend: 

- la culture d'une cellule productrice d'exosomes comportant un ou 
plusieurs acides nucleiques recombinants codant pour une mol§cule 
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recombinante d6finie du CMH et un acide nucleique comprenant une region 
codant pour un peptide recombinant defini, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des 

exosomes, 

- la recuperation des exosonnes produits par lesdites cellules, ces 
exosomes exprimant a leur surface ladite molecule recombinante definie du CMH 
associ6e audit peptide recombinant. 

Plus particulierement, dans ce procede, I'acide nucleique comprenant une 
region codant pour le peptide recombinant code pour un d6riv6 de la chame 
invariante II, dans laquelle la region CLIP a et6 d6letee et substitute par ledit 
peptide. Ce mode de realisation assure une grande specificite dans la formation 
du complexe peptide-CMH. 

Dans une autre variante, I'acide nucleique comprend une region codant 
pour le peptide et une region d'adressage vers les compartiments intracellulaires. 
En outre, I'acide nucleique peut comprendre plusieurs regions codant pour un 
meme ou pour des peptides antig6niques diff6rents. 

Preferentiellement, les cellules productrices utilis6es dans le proc6d6 sont 
des cellules de mastocyte ou derivees de mastocyte. Dans ce mode de 
realisation, la stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes 
est preferentiellement r6alisee au moyen d'un ou plusieurs ionophores calciques, 
ou par des IgE. 

Dans un mode de realisation particulierement prefere, les cellules 
productrices utilisees dans le procede sont essentiellement depoun/ues de 
molecules du CMH endogene. 

Un autre objet de Tinvention concerne un procede de modification de ia 
composition d'un exosome, comprenant 

- I'introduction dans une cellule productrice d'exosomes d'un acide 
nucleique codant pour une molecule definie, liee a un signal d'adressage dans 
les compartiments membranaires, et 

- la production d'exosomes a partir de ladite cellule. 
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Ce precede permet avantageusement de produire des exosomes 
exprimant des molecules recomblnantes definies et varices. 

Les exosomes de I'invention peuvent ^tre utilises dans de nombreuses 
applications, telles que par exemple comme outils d'analyse. de diagnostique. 
th6rapeutique ou experimental. Ainsi. ils peuvent §tre utilises pour I'analyse de la 
reponse T antigene sp6cifique ; pour I'etude des interactions r§cepteur/ligand de 
faible affinity oil une multimerisation des diff6rents partenaires est n§cessaire 
afin d'augmenter favidite de ces complexes moleculaires, depassant ainsi le 
champs des applications immunologiques ; sur le plan diagnostique ou 
th6rapeutique. ainsi que pour la production d'anticorps particuliers. notamment 
d'anticorps restreints au MHC. Ces diff6rentes applications et d'autres sont 
lllustrees ci-apr§s. 

a) Utilisation pour la production d'anticorps 

L'une des premieres applications des exosomes de I'invention reside dans 
la production d'anticorps. En effet. en raison de la composition d6finie des 
exosomes de I'invention. il est possible de produire des anticorps de sp6cificit6 
d^tenninee. En outre, comme le montrent les exemples. les exosomes de 
I'invention ont des proprietes immunogdnes tres fortes, notamment en raison de 
la densite elev§e des complexes CMH-peptide a leur surface, de leur 
fonctionnalite, et de leur presentation efficace au systeme immunitaire. 

Les anticorps ainsi produits peuvent §tre des polyclonaux ou des 
monoclonaux. lis peuvent §tre prepares par les techniques classiques de 
rimmunologie, comprenant I'immunisation d'animaux. et le pr^levement des 
serums (anticorps polyclonaux) et/ou la fusion des lymphocytes spleniques avec 
des cellules de myelomes non productrices d'immunoglobulines (pour generer 
des hybridomes producteurs de monoclonaux). 

Un autre objet de I'invention concerne done des anticorps ou fragments 
d'anticorps produits par immunisation avec des exosomes tels que d6crits ci- 
avant. Les fragments d'anticorps peuvent §tre par exemple des Fab, (Fab')2 . 
ScFv. etc.. et, plus gen6ralement, tout fragment conservant la specificity de 
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Tanticorps. En particulier, invention concerne un proc6de de preparation 
d'anticorps, comprenant rimmunisation d'un animal avec un exosome tel que 
d6crit ci-avant, portant un complexe peptide-CMH definl et la recuperation des 
anticorps et/ou des cellules produisant des anticorps ou impllquees dans la 
reponse immunitaire. Avantageusement, le proc6d6 de I'invention permet la 
production d'anticorps monoclonaux, notamment restreints au CMH, c'est-a-dire 
sp6cifiques de rassociation CMH-peptide. De pr§f6rence, dans le proced6 de 
{'invention, on utilise des exosomes essentiellement depourvus de molecules 
CMH endogenes, qui expriment des complexes recombinants CMH-peptide, et 
qui sont produits a partir d'une cellule autologue vis-a-vis de Tanimal chez lequel 
rimmunisation est realisee. Ainsi, comme montre dans les exemples, cette 
methode permet d'obtenir, sans besoin d'adjuvant, des anticorps puissants 
diriges centre le peptide, notamment des anticorps restreints au CMH, c'est-a- 
dire specifiques du peptide dans sa conformation associ§e S ia molecule d6finie 
du CMH. De tels anticorps sont particulierement avantageux sur le plan 
experimental, diagnostique et therapeutique. En outre, les anticorps selon 
I'invention peuvent etre marques par toute technique connue (enzymatique, 
fluorescente, radioactive, etc), selon les m6thodes connues de Thomme du 
metier. 

b) Applications diagnostiques 

Les exosomes et anticorps de Tinvention possedent des proprietes 
avantageuses pour une utilisation diagnostique. 

Ainsi, les anticorps ou fragments d'anticorps obtenus selon I'invention 
peuvent §tre utilises dans toute application diagnostique, pour la detection, dans 
un echantillon biologique, de la presence d'antigenes specifiques 
correspondants. grace a I'emploi de differentes techniques classiques, telles que 
la cytometrie de flux, Timmunohistochimie ou I'immunofluorescence, par 
exemple. Dans le cas particulier des anticorps restreints au MHC, ils permettent 
avantageusement la detection des complexes CMH-peptides correspondants. et 
done le diagnostique de pathologies correspondantes. Ces anticorps peuvent 
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notamment §tre appliques au diagnostic de pathologies impliquant un defaut de 
reponse ou une reponse inappropriee du syst^me immunitaire afin de determiner 
l-expression d'un antigene. prealablement d^fmi. sous une forme reconnaissable 
par des lymphocytes T. Par exemple et de maniere non exhaustive, on peut 

envisager le diagnostic: 

- de pathologies tumorales ou la detection sur les prelevements 
tumoraux de diff6rents peptides issus de proteines comme p53. Her2. MAGE. 
BAGE. Mart. GP100 associ6es aux molecules de classe I du CMH peut 
permettre le phenotypage de la tumeur et faciliter le choix d'une therapeutique ; 

- de maladies virales ^ un stade preinfectieux ou latent, oCi le virion 
ne peut etre detects (hepatite, les infection par le VIH. le CMV et d'autres virus) ; 

- de maladies autoimmunes comme la Sclerose en plaque, le 
Diabete autoimmun. la Thyrofdite autoimmune, la Polyarthrite rhumatofde. le 
Lupus 6ryth6mateux diss§mine. oCi la detection de molecules du CMH 
presentant des peptides d6riv6s d'auto-antig^nes peut constituer le signe avant 
coureur d'une pouss^e Evolutive de la maladie. 

Les exosomes selon I'invention sont 6galement utilisables pour la 
detection de partenaires specifiques d'une molecule prot6ique dans un 
echantillon biologique. Ainsi. les exosomes de I'invention portant des complexes 
CMH-peptides sont utilisables pour detecter des lymphocytes T sp6cifiques de 
ces complexes dans des echantillons biologiques. par exemple dans differentes 
situations pathologiques. notamment dans les pathologies decrites ci-dessus. A 
cet egard. les exosomes peuvent etre marqu6s par tout systeme de marquage 
connu de I'homme du metier (enzymatique. fluorecent. radioactif. etc.) pour 
pemiettre leur detection dans des echantillons biologiques. 

Dans un mode particulier. I'invention reside done dans I'utilisation 
d'exosomes marqu6s. notamment fluorescents. tels que decrits ci-avant. pour la 
detection de lymphocytes T specifiques de complexes peptide antigenique -CMH 
dans un Echantillon biologique. L'echantillon biologique peut §tre tout echantillon 
de sang, serum, tissu. tumeur. biopsie. peau. urine, etc. En outre, r^chantillon 
biologique peut etre pretrait6 par exemple pour dissocier les cellules, amplifier 
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les cellules en culture, preparer des fractions membranaires, etc. 
Avantageusement, r6chantillon biologique provient d'un organisme humain. A cet 
effet. {'invention conceme 6galement une methode pour la detection de la 
presence de lymphocytes T specifiques de complexes antigene-CMH dans un 
5 echantillon biologique, comprenant la mise en contact dudit 6chantillon avec un 
exosome marque tel que d§fini ci-avant. comportant ledit complexe antigene- 
CMH, et la mise en 6vidence du marquage de lymphocytes T dans ledit 
Echantillon. 

De plus, la detection de ces lymphocytes T permet non seulement la 
10 detection et done le diagnostic d'un 6tat physiopathologique, mais egalement de 
suivre par exemple refficacrt6 de protocoles d'immunisation et I'etat de la 
r6ponse immunitaire a diff6rents stades de la maladie et d'evaluer ainsi 
refficacit6 des therapeutiques entreprises. 

Dans une application particuli6re, les exosomes de I'invention portant un 
15 recepteur TcR sont utilis6s pour la detection de complexes peptide-CMH 
specifiques de ce recepteur dans un echantillon biologique. 

Par ailleurs, les exosomes fluorescents selon {'invention portant n'importe 
quel type de proteine de composition d6finie representent 6galement des sondes 
fluorescentes permettant la d§tection de r6cepteurs potentiels. Le champ 
20 nouveau des exosomes est ainsi generalisable a la mise en evidence, in vivo, de 
toute interaction proteine/proteine de faible affinite. L'invention a done egalement 
pour objet I'utilisation d'exosomes, de preference marques, notamment 
fluorescents, tels que decrits ci-avant, 

- pour la detection de recepteurs specifiques d'une molecule 
25 proteique dans un echantillon biologique. Dans ce mode de mise en oeuvre, les 

exosomes utilises comportent done, a leur surface, ladite molecule biologique de 
structure definie. 

- pour la detection de la presence d'un ligand dans un echantillon 
biologique. Dans ce mode de mise en oeuvre, les exosomes utilises comportent 

30 done, a leur surface, un rEcepteur sp6cifique dudit ligand. 
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c) Applications therapeutiques 

Les anticorps restreints ou des fragments de ces demiers sont 
potentiellement capables d'inhiber I'interaction entre le r§cepteur d'un 
lymphocytes T et le complexe CMH-peptlde pour lequel il est specifique. De 
fagon parall^le. les exosomes portant a leur surface un seul type de complexe 
CMH-peptide peuvent. en interagissant avec les lymphocytes T sp6cifiques de 
ces complexes, entrer en competition avec leurs ligands naturels, les 
lymphocytes T et entraTner leur inactivation. 

Les anticorps restreints et les exosomes peuvent done etre employes 
dans toutes les situations oO i'on souhaite r6duire ou supprimer une reponse 
immunitaire m6diee par des lymphocytes T qui s'avere del6tere pour Torganisme 
comme c'est le cas par exemple dans : 

- les transplantations d'organes ou les greffes de moelles dans 
lesquelles on cherche ^ neutraliser la reponse de I'hdte centre le greffon. 
gen^ralement au moyen de fortes doses d'agents immunosuppresseurs ; 

- les maladies auto-immunes ou les pathologies virales pendant 
lesquelles la reponse immunitaire T CDS ou CD4 aboutit de mani6re chronique a 
la destruction des tissus; 

- les allergies et I'asthme. 

Dans ce type de pathologies, les exosomes de I'invention exprimant a leur 
surface un complexe defini peptide-MHC, dont Timplication est connue dans le 
developpement de la situation pathologique. peuvent done etre utilis6s pour 
bloquer le developpement de la r§ponse immune et done le developpement de la 

reponse pathologique. 

Les exosomes de I'invention portant des complexes CMH-peptides 
peuvent 6galement §tre utilises pour Tamplification (Kexpansion) de population de 
lymphocytes T eytotoxiques ex vivo. Utilises directement ^ partir de prelevement 
sanguins. lis peuvent ainsi etre la base de therapies cellulaires centre differentes 
eibles cellulaires. Ainsi les exosomes peuvent servir a trier des cellules T 
sp§cifiques de combinaisons varices de complexes exprimes par des cellules qui 
representent une cible th6rapeutique. comme les cellules tumorales ou infectees 
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par un virus. Un autre objet de Tinvention reside done dans Tutilisation des 
exosomes decrits ci-avant pour ramplification clonale et/ou ta stimulation de 
lymphocytes T cytotoxiques et/ou auxiliaires. L'invention concerne egalement 
une m6thode pour ramplification (ou I'expansion) clonale ex vivo de lymphocytes 
T, notamment cytotoxiques, comprenant la miss en contact d'un §chantillon 
biologique comprenant des lymphocytes T avec des exosomes tels que decrits 
ci-avant, comportant un complexe peptide-CMH defini, la recuperation des 
lymphocytes T specifiques et leur amplification. Cette m6thode est tout 
particulierement avantageuse pour ramplification clonale de lymphocytes T 
cytotoxiques specifiques de complexes entre des molecules CMH et des 
peptides d'antigenes tumoraux ou viraux. 

Une autre application particulierement int6ressante des vesicules selon 
{'invention reside dans le transfer! des molecules vers les cellules. En effet, de 
part leur composition, les vesicules de Tinvention sont capables de jouer le role 
de vecteur de transfert de molecules vers les cellules, in vitro, ex vivo et in vivo. 
A cet egard. Tinvention concerne Tutilisation des exosomes tels que decrits ci- 
avant, comportant une substance d*int6ret, pour la preparation d'une composition 
destinee au transfert de ladite substance dans une cellule. Avantageusement, il 
s'agit d'un exosome comportant un recepteur de ligand ou un ligand de recepteur 
a sa surface, permettant ainsi d'orienter le transfert vers une ou des populations 
cellulaires choisies. L'invention concerne egalement une m6thode pour le 
transfert d'une substance dans une cellule, in vitro, ex vivo ou in vivo, 
comprenant la mise en contact de ladite cellule avec une vesicule selon 
l'invention comportant ladite substance. Plus preferentiellement. la vesicule 
utilis6e exprime en outre un recepteur de ligand et la m6thode de l'invention 
permet un transfert oriente de la substance vers 6es cellules exprimant le ligand 
correspondant. Pour une mise en oeuvre in vivo, les vesicules de l'invention sont 
administrees a un sujet (de preference un mammifere, notamment Thomme), par 
toute vole d'administration ciassique (injection intraveineuse, intraarterielle, 
intramusculaire, sous-cutanee. etc.). Pour une utilisation in vitro ou ex vivo, les 
cellules sont contactees par incubation dans un dispositif appropri6 (boite. 
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flasque. poche. ampoule, etc.), de preference en conditions steriles. Les 
parametres de l'6tape de mise en contact (quantity de v§sicule. dur6e de 
contact, temperature, milieu, etc.) peuvent etre ais6ment ajustes par Thomme du 
metier en fonction des buts poursuivis et de I'enseignement de la presente 
demande. 

d) Applications dans le domaine de la recherche 

Elles concement bien entendu toutes les applications 6voquees plus haut 
dans I'analyse des m6canismes mol6culaires de la presentation antig6nique par 
I'utilisation d'anticorps permettant de detecter et d'analyser les differentes etapes 
de la formation de complexes CMH-peptides dans differentes situations normales 
ou pathologiques. 

Par ailleurs, elles concement aussi I'analyse et la caracterisation 
moleculaire des populations de lymphocytes T capables de reconnaTtre un 
complexe CMH-peptide d6termin6 par I'utilisation des exosomes fluorescents 
dans leur capacite a detecter de maniere de recepteurs T aux complexes CMH- 
peptide. 

D'autres aspects et avantages de la pr6sente invention apparattront a la 
lecture des exemples qui suivent. qui doivent §tre consideres comme illustratifs 
et non limitatifs. En outre, toutes les publications cities dans la demande sont 
incorporees a la presente par r6f6rence. 

Legendes des figures 

Figure 1 •■ Production de complexes CMH-peptide DR1-HA fonctionnels 

dans ia lignee RBL2H3. 

A. Analyse de I'expression de surface par cytom§trie de flux des 
molecules du CMH II humaine DR1 avant (gauche) et apres (droite) transfection 
des ADNc codant pour les chaines a et b de DR1 dans la Iign§e RBL 2H3. Les 
mol6cules DR1 sont detectees par I'anticorps L243 (trait noir) lui-m§me r6v6l6 
par un semm de chevre anti-IgG de souris coupl§ au FITC. 
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B. Expression de surface de DR1 dans la lignee exprimant une chaTne 
invariants (liHA) ou le peptide CLIP a 6t6 remplac6 par le peptide 308-319 issu 
de I'h6magglutinine du virus de la grippe. Les molecules DR1 sont d6tectees 
sur la Iign6e RBL DRIIiHA et un lymphocyte B transform^ par I'EBV (Hom2) de 
meme haplotype par I'anticorps L243 (trait noir). 

C. Stimulation de lymphocytes T specifiques du complexe DR1-HA par la 
Iign6e RBL exprimant ce complexe ou des B-EBV de m§me haplotype. Les 
Iign6es RBL DRIIiHA et B-EBV Hom2 6talent dilutes dans des plaques de 
culture avec un lymphocyte T sp6cifique du complexe DR1HA. La Iign6e B-EBV 
Hom2 6talt aussi incubee en presence de concentration saturante (10mM) du 
peptide HA. La production d'IL2 dans les sumageants de culture permet 
d'6valuer la stimulation des lymphocytes THA (lymphocytes T sp6cifiques du 
peptide HA), L'IL2 est mesur6e par I'intermediaire d'un test d'incorporation de 
thymidine triti^e de la lignee CTLL2 dont la proliferation est IL2-d6pendante. 

D. Analyse de la saturation en peptide HA de la Iign6e RBL DR1 liHA. 
Les cellules Hom2 et RBL DRIIiHA etaient incubees (100 cellules par puits) en 
presence de concentrations croissantes du peptide HA et des lymphocytes 
THA. La stimulation des lymphocytes a 6t6 §valu§e comme precedemment. 

Figure 2 : Accumulation des molecules DRI dans un compartiment de 
s6cr6tion de RBL2H3. 

A. Analyse du site intracellulaire d'accumulation des molecules DR1 
dans RBL 2H3. Les cellules RBL DR1HA ont 6t§ fix6es avec 0.5% 
glutarald6hyde puis permeabilis6es avec 0,05% Saponins. Les molecules DR1 
et la chaTne invariante ont et6 detectees respectivement avec les anticorps 
L243 et PIN1 puis un s6rum d'ane anti-IgG de souris coupl6 au FITC. La 
s6rotonine a 6te d6tect6e grace a un semm de lapin specifique revele avec un 
serum d'ane anti-IgG de lapin coupl§ au Texas red. Les images ont 6t6 
obtenues par microscopie confocale (Leica). L'^paisseur des plans de coupe 
etaient de 0,5 micron. 
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B Purification des exosomes de RBL DRIIiHA. Apr^s lavage dans du 
DMEM les cellules ont 4t6 incubees pendant 30 minutes en presence de 1mM 
de ionomycine S 3rC, Les exosomes ont «4 purifies par ultracentrifugation 
diff^rentielle ^ partir du sumageant des cellules. Le culot d exosomes, rem,s en 
suspension dans du PBS, a m s.par6 (5 mg ) par SDS-PAGE puis transfer* 
sur une membrane de Nylon. U chatne b de DR1 a *t6 d«ect*e avec 
ranticorps monoclonal 1B5 dans la preparation d'exosome et en contr61e dans 
les lysats des cellules RBLDR1HA et Hom2 (equivalent de 10^ cellules par 
puits) migrfe dans les m§mes conditions. 

F,,,.rB 3 : Utilisation des exosomes pour la production d'anticorps anti- 
DR1HA 

A Des dilutions croissantes des serums des souris immunises avec les 
exosomes ont ixt> incubfe avec les cellules RBL exprimant (droite) ou non 
(gauche) les molecules DR1HA. Le marquage, ainsi obtenu, a 6t6 analyst par 
cytometrie de flux. 

B. Les serums des rats (dilu6s au 1/100) immunisees avec les exosomes 
ont et6 incubes avec les cellules RBL exprimant ou non (gauche) les molecules 
DR1HA A droite. les cellules exprimant DR1 ont 6te prealablement incubees ou 
non pendant deux heures a 37-C avec 10mM du peptide HA puis avec la meme 
dilution du s6njm des rats immuns. 

C. La rate du rat immun a ete fusionn6e avec la lignee X63A8 dans des 
conditions classiques de fabrication d'anticorps monoclonaux. Le sumageant 
des differents hybridomes a ete teste par immunofluorescence sur les cellules 
RBL2H3 exprimant ou non les molecules DR1 ou DR1HA. Les clones a40, b82 
et a1 5 sont des exemples representatifs des anticorps obtenus. 

Eigyre^ Utilisation des exosomes pour la detection des lymphocytes T 

specifiques du complexe DR1 HA 

A. Les cellules RBL DRIIiHA ont ete incubees en presence de 5mM de 
« Green Tracker » (lipide fluorescent s'accumulant dans les compartiments 
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lysosomaux des cellules) pendant 30 minutes a STX puis Iav6es et r§lncub6es 
pendant une heure a 37 "C en absence de marqueur fluorescent. Les cellules 
ont 6t6 fix6es (3% paraformaldehyde), puis analysees par microscopie 
confocale. 

B. En parall6le, les exosomes DR1HA ont 6t§ purifies S partir des 
cellules d6crites en A. La fluorescence presente dans les 6chantillons a 6t6 
quantifiee a I'aide d'un fluorimdtre et visualisee directement par microscopie 
confocale. 

CD. Les exosomes fluorescents DR1 HA ont ete incub6s d 50mg/ml 
avec des lymphocytes THA specifiques du complexe DR1HA ou des 
lymphocytes TH30 specifiques d'un autre complexe (D) pendant deux heures ^ 
SZ'C en presence d'azide pour bloquer rinternalisation. La fluorescence des 
cellules a 6t§ evalu§e par cytometrie de flux. 

Materials et Methodes 

Cellules 

Les cellules utilis§es pour la production d'exosomes dans la partie 
exp§rimentale sont des cellules de mastocytes murins. Plus particuli^rement, 
une Iign6e tumorale de basophiles au ph§notype de mastocytes muqueux, 
designee RBL-2H3, a 6t§ utilis6e (Barsumian et al. Eur. J. Immunol. (11 (1981) 
317). D'autres cellules de mastocytes. en partlculier etablies en lign§e, peuvent 
§tre utilis^es, telles que des lignees derivees des cellules RBL (Rat Basophicil 
Leukemia), deposees a I'ATCC sous le numero CRL1378 (Kulczycki et al., J. 
Exp. Med. 139 (1974) 600). 

Des Iign6es lymphocytaires T capables de reconnaTtre un antigdne 
particulier dans un contexte CMH II humain (DR1) ont egalement §t6 utilisees. 
En particulier, la Iign6e Jurkatt transfectee avec I'ADNc codant le r6cepteur des 
cellules T ("T^HA") sp6clfique du peptide 306-318 de TH^magglutinine du vims 
de I'influenza en association avec HLA-DR1 (Sidhu et al.. J. Exp. Med. 176 
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(1992) 875). La lignee de cellules B humaines transform6es par le virus d'Epstein 
Barr (Iign6e Hom-2) a 6t6 utilis6e comme contrdle pour la r6ponse restreinte & 
HLA-DR1 . 

Les cellules ont ete cultivees en milieu DMEM (GIbco BRL), RPMI, ou 
"CLICK" : milieu RPMI supplements avec 10% de serum de veau foetal (Sigma). 
1 mg/ml de p6nicilline-streptomycine. 1 mg/ml de glutamine. 5 mM de pyruvate 
de sodium et 50 \iM de b-mercapto§thanol. Tout autre milieu adapte ^ la culture 
de cellules eucaryotes. notamment mammif6res, peut bien entendu etre utilis6. 

Les cellules ont 6t6 principalement cultiv6es en flacon de culture de 25 ou 
15 cm3. Les cellules RBL-2H3 etant des cellules adh6rentes. elles sont 
d6coll6es du support grace ^ faction de la Trypsine-EDTA (Seromed). Afin de 
produire ces demiSres en grandes quantitSs. 11 est 6galement possible de les 
i cultiver en "spinner", S la density de 1 0® cellules/ml. 

piasmides 

Pour modifier genetiquement les cellules de mastocytes. les constructions 
20 g6n6tiques suivantes ont 6te r6alis6es. 

Les ADNc codant pour la chaTne HLA-DRIa humaine (Larhammer et al.. 
Cell 30 (1982) 153), la chaTne HLA-DRip humaine (Bell et al., PNAS 82 (1985) 
3405) et la chaine invariants humaine p33 li (Claesson et al., PNAS 80 (1983) 
7395) ont 6te isol6s. L'ADNc codant pour la chaTne invariante p33li a ensuite et6 
modifie par PGR pour remplacer la region codant pour le peptide CLIP (residus 
87-102) par un site de restriction. Get ADNc permet ainsi d'ins6rer, en lieu et 
place du peptide CLIP, tout fragment d'ADNc d'inter§t codant pour un peptide 
antigSnique (Stumptner et al.. EMBO J. 16 (1997) 5807). Dans un exemple 
precis, un fragment d'ADN codant pour le peptide HA308-319 de 
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I'hemaggiutinine du virus de la grippe a 6t6 ins6r6 dans cet ADNc, cx)dant pour 
un polypeptide chim^re li(HA308-319). 

Les acides nucleiques decrits ci-dessus ont ensuite et6 clones, 
separement, dans le plasmide pSRa sous le controle du promoteur SRa (Takebe 
et al., Moi. Cell Bio. 8 (1988) 466). Chacun des plasmides a ensuite 6te modifi6 
de maniere a incorporer un gene de resistance different, permettant une 
selection pour chacun des plasnnides, et done pour chacune des chaTnes ; la 
chaTne a avec le gene de resistance S la n6omycine ; la chaTne p avec le gene 
de resistance a Thygromycine. et la chaTne invariante avec le gene de resistance 
a la zeocine. 

Transfections 

Pour introduire les differents acides nucleiques dans les cellules de 
mastocytes, les vecteurs plasmidiques correspondants ont et6 linearises par 
renzyme de restriction Seal. SOpg de chaque plasmide ont et§ linearises puis 
pr6cipit6s ^ Tethanol, et les culots ont 6te resuspendus en presence de cellules 
RBL-2H3 a une concentration de 1.10^ cellules/ml. Des transformants stables ont 
ete obtenus par electroporation de 5.10^ cellules au moyen d'un "gene pulser 
(Bio-Rad, Richmond, CA) dans les conditions suivantes : 260V, 960 pF. 72 
heures apres Telectroporation, les transfectants sont selectionnes par culture en 
milieu de selection comprenant 250 pG:ml de G418 (Geneticine. Gibco) 1mg/ml 
d'hygromycine et SOOpg/m! de zeocine. Apres 8 jours de culture en milieu de 
selection, 60 a 90% des cellules presentes sont transfect6es. Les transfectants 
ont ensuite ete ensemenc6s sur boite de petri en milieu de selection a une 
concentration permettant Tapparition de colonies adherentes individualisees. Les 
clones ainsi obtenus ont et6 preleves et mis en culture separement. Ces clones 
peuvent etre conserves sous forme congelee, en vue d'une utilisation ulterieure. 



Resultats 
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1 -Production rt'exosom es DR1HA 

1.1. Construction et caract6risation de cellules productrices g6netiquement 
5 modifi§es 

Afin de produire, de maniere contr6l§e. des exosomes portant des 
complexes CMH-peptide de composition defmie. les chaTnes a et b des 
molecules de classe II du CMH. DR1. ont ete exprim6es dans la Iign6e 

10 mastocytaire RBL2H3. issue d'une leuc^mie ^ basophile du Rat. Pour cela. deux 
vecteurs portant respectivement un acide nucl6ique codant pour chaque chame, 
sous controle du promoteur SRa ont ete transfectes simultan^ment dans les 
cellules (voir materiels et m^thodes). Les resuitats obtenus par cytom6trie de flux 
montrent que les cellules transfect6es expriment bien les molecules DR1 (Figure 

15 1A). 

Ces cellulfes RBL-2H3 DR1 ont ensuite 6t6 sensibilisees S un peptide 
donn6. de composition precise, afin de generer des complexes CMH-peptide de 
composition d^finie. Pour cela. diff§rentes techniques peuvent §tre envisagees. 

20 Dans un mode de realisation simple, le peptide peut etre incube directement 
avec les exosomes. Dans une autre variante, un acide nucl6ique codant pour le 
peptide peut §tre introduit dans les cellules, de maniere ^ exprimer 6galement ce 
peptide. Dans cet exemple particulier de mise en oeuvre. pour fabriquer une 
cellule pr6sentatrice comportant une seule specificite antig6nique. le peptide 

25 antig^nique choisi a ete introduit dans les cellules sous forme d'une fusion 
genetique avec la chaTne invariante humaine li. Plus particulierement, le peptide 
CLIP de la chaTne invariante a ete remplace par la sequence du peptide choisi, 
issu de I'hemagglutinine (HA 308-319) du virus de la grippe, connu pour se lier 
avec la molecule DR1. Cette construction (liHA) a ete transfect6e dans les 

30 cellules dans les conditions d6crites dans les Mat6riels et Methodes. La chatne 
hybride exprim§e dans les cellules RBL-2H3 DR1. a permis constmire des 
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cellules qui expriment des molecules DR1 reconnues par Tanticorps L243 d un 
niveau similaire qu'une lignee B-EBV (Hom2) controie d'haplotype DR1 (Figure 
1 B). Ces r6sultats montrent done que les cellules de mastocytes de I'invention 
expriment bien un complexe peptide-CMH humain fonctionnel. de composition 
pred6terminee et contr6l6e. 

Le caract6re fonctionnel des complexes peptide-CMH exprime par les 
cellules de I'invention a et§ confirm^ dans un test de stimulation de lymphocytes 
T sp6clfiques de la combinaison DR1-HA portee par les cellules. Pour cela, les 
cellules de I'invention ont 6t6 incub6es en presence de lymphocytes THA, et la 
stimulation a 6t6 d6termin6e par mesure de rinterleukine-2 liberie dans le 
sumageant, par un test de crolssance d'une Iign6e cellulaire IL-2-dependante. 
Comme controie, une lignee de lymphocytes B transformee par I'EBV (Hom-2), 
d'haplotype DR1, pulsee par une concentration saturante (10mM) du peptide HA 
a ^t^ utilis^e. 

Les resultats obtenus sont pr6sent6s sur la Figure 1C et 1D. lis montrent 
que les cellules de mastocyte de I'invention expriment un complexe DR1-HA, 
capable de stimuler un lymphocyte T sp6cifique de cette combinaison. lis 
montrent 6galement que la stimulation obtenue en presence des cellules de 
I'invention est plus efficace que celle produite par les cellules contr6le (B-EBV 
d'haplotype DR1) puls6es par une concentration saturante (10mM) du peptide 
HA. Enfin, les resultats obtenus montrent que les molecules DR1 semblent ne 
presenter que le peptide HA puisque I'addition d'une concentration saturante de 
peptide n'augmente pas de mani^re significative la capacit6 des cellules RBL 
DR1 liHA d stimuler un lymphocyte T HA (Figure 1 D). 

L'ensemble de ces r§sultats d6montre done le caractere fonctionnel des 
complexes peptide-CMH produits. lis illustrent egalement le caractdre sp§cifique 
des cellules obtenues, et done le caractere sp§cifique du procede de ('invention, 



qui permet d'obtenir des cellules (et des exosomes) portant des molecules de 
composition d6finie et controlee. 

1.2. Production des exosomes fonctionnalises 

5 

Une etude par Immunofluorescence a permis de montrer que les 
complexes recombinants CMH-peptide (DR1HA) s'accumulent dans les granules 
de s6cr§tion de la lign^e cellulaire RBL-2H3. La Figure 2A t6molgne en effet de 
la colocalisatlon des molecules DR1 avec la serotonine dans des structures 
10 intracellulaires v6siculaires. 

La possibilite que des exosomes fonctionnels puissent etre relargues par 
ces cellules a done et6 etudiee. Pour cela. les cellules ont ete cultivees en 
presence d'un lonophore calcique. et la production de v6sicules membranaire a 
6te suivie. Plus particulierement. les cellules ont ete centrifug6es S 300 g 
pendant 5 minutes ^ temperature ambiante. Sur cheque culot cellulaire, une 
solution de ionophore calcique (lonomycine 1mM) a et§ ajout6e (environ 300 pi) 
et ['incubation a ete poursuivie pendant 30 minutes a 37X. L'exocytose a 6t6 
stoppee par refroidissement rapide dans la glace et ajout de 300 pi d'une 
solution froide PBS-EGTA 1mM. Les cellules ont ensuite 6\6 centrifugees ^ 300g 
a 4X pendant 5 minutes. Les surnageants ont §t6 recuper6s est recentrifug^s. 
tout d'abord 5 minutes a 1200 g, puis 5 minutes a 10 000 g. puis enfin 1 heure a 
70 000 g. Apres cette centrifugation diff6rentielle. les culots (comprenant les 
exosomes) sont repris et solubilis6s dans une solution tampon (SOpI de tampon 
de Laemmli-DDT (IX ou 2X)). Une fraction des culots est 6galement solubilis6e 
dans un tampon de lyse pour determiner la concentration proteique. Les 
solutions d'exosomes peuvent etre separ^es par migration sur gel (mini-gel 12% 
de polyacrylamide) ^ 20mA puis transferees sur Immobilon. L'analyse des 
exosomes est ensuite realisee par western blotting avec des anticorps 
30 sp6cifiques des differentes chames des molecules de classe II du CMH. 
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Les r6sultats obtenus montrent que des exosomes peuvent §tre relargu6s 
de la Iign6e RBL-2H3, de manidre importante, aprds stimulation par un agent 
appropri6. Ces exosomes peuvent etre isol6s et purifies par exemple par 
uitracentrifugation dlff^rentielle pour la preparation de composition d'exosomes. 
Enfin. les resultats pr6sent6s sur la Figure 2B d6montrent que ces exosomes 
sont fonctionnels. En effet, les analyses par western blotting montrent que les 
exosomes obtenus expriment les diff6rentes chaTnes recombinantes des 
molecules de classe II du CMH. En outre, ces resultats montrent 6galement la 
forte density des complexes peptide-CMH S la surface des exosomes de 
I'invention. 

Les exemples qui suivent iliustrent notamment I'utilisation des exosomes 
DR1HA pour la production d'anticorps sp6cifiques de cette combinaison et la 
capacity des exosomes DR1 HA a lier des lymphocytes T sp§cifiques de cette 
m§me combinaison. 

2 - G6n^ration d'anticoros SD6cifiques d u complexe DR1 HA 

Get exemple illustre I'utilisation des exosomes de I'invention pour la 
production d'anticorps, en particulier d'anticorps dits "restreints", c'est-^-dire 
specifiques du peptide antigenique en association avec la molecule du CMH. Get 
exemple illustre notamment le pouvoir immunogene tr§s important des exosomes 
de I'invention, puisqu'ils permettent la production d'anticorps en I'absence de tout 
adjuvant. 

Les exosomes purifies a partir du sumageant des cellules RBL PRIMA 
(exemple 1) ont ete remis en suspension dans du PBS. Ges exosomes ont 
ensuite 6te utilises pour immuniser des souris Balb/c ou des rats LOU en 
absence de tout adjuvant, selon les protocoles suivants : 

- Les souris ont et§ injectees par voie sous cutan6e avec lOpg 
d'exosomes, deux fois d trois semaines d'intervalle. puis 30pg par voie 
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intraperitoneale et enfin 30 pg par voie intraveineuse 3 jours avant le 

prelevement des scrums. 

- Les rats ont 6t6 injectes avec des exosomes par voie 
mtrap6riton6ale (10pg). par deux reprises a trois semaines d'intervalle. puis par 
voie intraveineuse (50pg) trois jours avant le pr6levement des serums. 

Comme le montre la Figure 3A. les serums pr6lev6s chez les souris 
immunisees pr§sentaient une tres forte reactivity contre la lignee RBL exprimant 
ou non le complexe DR1HA mais qui 6tait detectable jusqu'd une dilution au 
trente millieme des s§rums seulement dans le cas de la cellule DR1HA. 

Comme le montre la Figure 3B. les s6rums des rats ainsi immunises, 
montraient, de maniere surprenante. une reactivity contre la lignee RBL 
exprimant le complexe DR1HA alors que les m§mes serums r6agissaient avec 
une plus faible intensity avec la lignee initiale RBL-2H3. En outre. I'addition du 
peptide HA a des cellules exprimant DR1 (RBL-2H3 DR1) augmente de maniere 
significative la reactivity des antisyrums ainsi produits (Figure 3B). 

Ces rysultats montrent done que les exosomes de la lignee RBL sont 
capables d'induire une reponse anticorps qui. de maniere inattendue. est 
principalement dirigye chez le rat contre les complexes DR1 HA. 

Les rates des rats immuns ont ety fusionnyes avec des cellules de la 
lignee X63A8. Les hybridomes ainsi obtenus ont ety triys par dilution clonale. 
selon les techniques classiques d'immunologie. puis syiectionnys par 
immunofluorescence pour la specificity des anticorps monoclonaux produits. 
Diffyrents anticorps monoclonaux ont ainsi yty obtenus. pour certains dirigys 
contre des protyines de la lignye RBL. pour d'autres. contre des dyterminants 
monomorphiques des moiycules de classe II humaine d'haplotype DR1 et enfin 
contre le complexe constitue par les moiycules DR1 associyes au peptide issu 
de la proteine HA du virus de la grippe (Figure 3C). Ces demiers anticorps 
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monoclonaux constituent des anticorps restreints, et possedent done des 
propri6t6s particulierement avantageuses pour des applications diagnostiques ou 
th^rapeutiques. 

3 - Detection de lymphocytes T specifinne s du compleye DR1HA 

Cet exemple illustre I'utilisation des exosomes de I'inyention pour la 
detection de lymphocytes T sp6cifiques dans un echantillon biologique. Cet 
exemple montre 6galement comment les exosomes peuyent §tre utilises pour 
selectionner et amplifier une population de lymphocytes T particuliers. en yue 
notamment de leur r6injection a un sujet (th^rapie cellulaire). Cette approche 
peut bien entendu §tre etendue a I'utilisation des anticorps restreints decrits dans 
I'exemple 2. ainsi qu'a la detection de tout r6cepteur sp6cifique d'un ligand. 

Pour la mise en oeuyre de cette application, des exosomes marques ont 
ete produits. Pour cela, ayant purification des exosomes de la lign§e DR1HA. 
celle-ci a 6t6 incub6e ayec un traceur fluorescent s'accumulant tres fortement 
dans les exosomes contenus dans les granules de s6cr§tion. La marqueur 
utilise. "Green Tracker, est un lipide fluorescent qui s'accumule dans les 
lysosomes des cellules. L'analyse en microscopie confocale des cellules, apr§s 
fixation, montre la presence du marquage fluorescent dans les granules de 
secretion des cellules (Figure 4A). Les exosomes fluorescents ont ensuite 6t6 
produits et purifies d partir de ces cellules, dans les conditions d6crites dans 
I'exemple 1 . Rendus ainsi fluorescents, ces exosomes (Figure 4B) ont 6t6 utilises 
pour detecter, dans un 6chantillon biologique. la presence de lymphocytes T 
specifiques de la combinaison DR1 HA (lymphocytes THA). II est entendu que 
tout autre marquage peut etre utilis6 dans le cadre de I'inyention. applique soit 
sur les cellules productrices. soit sur les exosomes produits. 

Pour cela, les exosomes ont ete incub6s en presence d'un echantillon de 
lymphocytes THA et de lymphocytes TH30, specifiques d'un autre complexe. Les 
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resultats obtenus par cytofluorometrie de flux montrent que les exosomes 
exprimant les DR1HA se lient. de maniere specifique. aux lymphocytes THA 
(Figure 4C) alors que ces memes exosomes sont incapables de reconnattre des 
lymphocytes poss§dant une autre specificity (Figure 4D). Ces resultats 
demontrent la capacite unique et inattendue des exosomes produits par la lignee 
mastocytaire selon I'invention de detecter des lymphocytes T sp6cifiques de ce 
m§me complexe. Cette application peut etre mise en oeuvre a partir de tout type 
d'6chantillon biologique. 

En outre, cette technologie peut §tre appliquee de la meme fagon a la 
fabrication et a Tutilisation d'exosomes exprimant des complexes CMHI-peptide. 
La pr6sente invention permet ainsi de detecter. a la surface de cellules 
presentatrices. voire de cellules tumorales, la presentation, par les molecules de 
classe I et de classe II du CMH. de peptides issus d'antigenes exprim6s par les 
tumeurs. La presente invention permet egalement de detecter voire de purifier 
les lymphocytes T capables de reconnattre ces memes complexes, lis peuvent 
ainsi permettre d'amplifier une population de lymphocytes T sp6cifiques d'un 
complexe peptide-CMH particulier. par exemple une population de lymphocytes 
CTL. en vue de leur utilisation therapeutique. En effet. differentes approches 
d'immunotherapies de cancers ou d'infections virales. par exemple. ont et6 
developp§es. basees sur le prel^vement. chez un sujet. de lymphocytes et sur 
rexpansion ex vivo de clones particuliers de lymphocytes T specifiques d'un 
antig^ne impliqu6 dans la pathologie (antigene tumoral ou viral, par exemple). 
Ces clones amplifies sont ensuite readministres au sujet. comme agent 
therapeutique. La presente invention pemnet de faciliter grandement la selection 
et I'amplification des clones specifiques de lymphocytes T. et done le potentiel et 
la mise en oeuvre de ces approches therapeutiques. 
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REVENDICATIONS 

1. V6sicule membranaire, caracterisee en ce qu'elle comporte une 
mol6cule recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite. 

2. Vesicule selon la revendication 1 caract6risee en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite est une mo!6cule de 
classe II. 

3. V6sicule selon la revendication 2 caract6risee en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II est une 
chaTne a. 

4. V6sicule selon la revendication 2 caract6ris6e en ce que la mol6cule 
recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II comprend 
une chaTne a et une chaTne p. 

5. Vesicule selon Tune des revendications 2^4 caracteris6e en ce que la 
mol6cule recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II est 
choisie parmi les serotypes DR1 a DR13, de preference DR1 a DR7. 

6. V6sicule selon la revendication 1 caracterisee en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite est une molecule de 
classe I. 

7. V6slcule selon Tune des revendications 1 a 6 caracterisee en ce qu'elle 
comporte un complexe entre un peptide defini et la molecule recombinante du 
complexe majeur d'histocompatibilite. 

8. Vesicule selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce 
qu'elle comporte en outre une ou plusieurs molecules het§rologues d'interet. 

9. Vesicule selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce 
qu'elle comporte en outre un peptide ou une proteine recombinant permettant sa 
purification. 

10. Vesicule selon les revendications precedentes caracterisees en ce 
qu'elle comporte un marqueur. 

11. vesicule selon I'une des revendications pr6c6dentes, caracterisee en 
ce qu'elle est essentiellement depourvue de molecules du CMH endogene. 
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12. Vesicule membranaire caract6ris6e en ce qu'elle est obtenue a partir 
d'une cellule de mastocyte ou d6riv6e de mastocyte. et en ce qu'elle comporte 
une ou plusieurs molecules het6rologues d'interet. 

13. Vesicule selon la revendication 12. caracterls6e en ce que la molecule 
d'int6r§t est une proteine, un polypeptide, un peptide, un acide nucleique. un 
llpide ou une substance de nature chimique. biologique ou synth§tique. 

14. Vesicule membranaire selon la revendication 13. caract§risee en ce 
que la molecule heterologue est une molecule du complexe majeur 
d'histocompatibilit6. un antig6ne. un ligand de r§cepteur. un recepteur de ligand. 
un acide nucl6ique. un produit pharmacologique, un marqueur et/ou un peptide 
de purification. 

15. V6sicule selon la revendication 14. caract6ris6e en ce qu'elle exprime 
un r6cepteur de ligand et en ce qu'elle comporte une autre molecule h6t6rologue 
d'interdt. 

16. V6sicule membranaire. caract6ris6e en ce qu'elle comporte deux 
molecules du CMH de classe II d'haplotypes diff6rents. 

17. Cellule productrice d'exosomes. caracterisee en ce qu'elle comporte 
un ou plusieurs acides nucl6iques recombinants codant pour une molecule du 
complexe majeur d'histocompatibilit6. 

18. Cellule selon la revendication 17. caract6ris§e en ce qu'il s'agit d'une 

cellule de mastocyte. 

19. Cellule selon la revendication 18. caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
Iign6e mastocytaire d'une Ieuc6mie ^ basophile. notamment de la Iign6e RBL. de 

preference RBL-2H3. 

20. Cellule selon I'une des revendications 17 ^ -19. caracterisee en ce 
qu'elle comporte un acide nucleique recombinant codant pour une chaTne a et/ou 
une ChaTne p d'une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de classe 
II eVou pour une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I. 

21. Proc6d6 de production d'un exosome comportant une mol6cule 
recombinante d§finie. comprenant les etapes suivantes: 
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a) la culture d'une cellule de mastocyte ou deriv6e de mastocyte 
comportant un acide nuclelque recombinant codant pour ladite mol6cule 
recombinante definie, 

c) la recuperation des exosomes produrts par lesdites cellules, ces 
exosomes comprenant ladite molecule recombinante d6finie. 

22. Proc6d6 selon la revendication 21, caract6ris6 en ce qu'il comprend 
une 6tape intermediaire b) au cours de laquelle les cellules sont stimul6es pour 
induire et/ou augmenter la secretion des exosomes. 

23. Proc6d6 selon la revendication 21 ou 22 caract6ris6 en ce que la 
molecule recombinante d6finie est expos6e ^ I'exterieur de Texosome, ou est 
incluse, en partie ou en totality, dans la fraction cytosolique de I'exosome. 

24. Precede selon Tune des revendications 21 a 23, caracteris6 en ce que 
la molecule recombinante est une mol6cule du complexe majeur 
d'histocompatibilit6, une molecule antlg6nique, un ligand de recepteur, un 
recepteur de ligand, un peptide de purification ou tout autre polypeptide d'int6ret. 

25. Precede selon I'une des revendications 21 a 24 caracteris6 en ce que 
Tacide nucleique comprend en outre une region codant pour un signal 
d'adressage vers les compartiments membranaires du mastocyte. 

26. Precede de preparation d'un exosome comportant un complexe 
peptide-CMH de composition definie, caract6rise en ce qu'il comprend: 

- la culture d'une cellule productrice d'exosomes comprenant un ou 
plusieurs acides nucleiques recombinants codant pour une molecule 
recombinante definie du CMH, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des 

exosomes. 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces 
exosomes exprimant a leur surface ladite molecule recombinante d6finie du 
CMH, et. 

- la mise en contact des exosomes avec le ou les peptides. 

27. Precede de preparation d'un exosome comportant un complexe 
peptide-CMH de composition definie. caracteris6 en ce qu'il comprend: 
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- la culture d'une cellule productrice d'exosomes comportant un ou 
plusieurs acldes nucl6iques recombinants codant pour une molecule 
recombinante definie du CMH et un acide nucl6ique comprenant une region 
codant pour un peptide recombinant d6fini, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des 

exosomes, 

- la recup6ration des exosomes produits par lesdites cellules, ces 
exosomes exprimant ^ leur surface ladite molecule recombinante d6finle du CMH 
associ6e audit peptide recombinant. 

28. Proc§d§ selon la revendication 27. caract§ris§ en ce que I'acide 
nucl6ique codant pour le peptide recombinant code pour un derive de la chaTne 
invariants li. dans lequel la region CLIP a 6t6 d6l6t6e et substitute par ledit 
peptide. 

29. Proc6d6 selon Tune des revendications 26 a 28 caract6rise en ce que 
la cellule productrice est une cellule de mastocyte ou d6riv6e de mastocyte. 

30. Procede selon I'une des revendications 26 S 29 caract6ris6 en ce que 
la cellule productrice est essentiellement d6pourvue de molecule du CMH 
endog6ne. 

31 . Proc§de de modification de la composition d'un exosome. comprenant 

- I'introduction dans une cellule productrice d'exosomes d'un acide 
nucleique codant pour une molecule definie. li§e a un signal d'adressage dans 
les compartiments membranaires, et, 

- la production d'exosomes a partir de ladite cellule. 

32. Composition comprenant une ou plusieurs vesicules membranaires 
selon Tune des revendications 1 a 16. 

33. Utilisation d'une vesicule selon Tune des revendications 1 a 16 pour la 
production d'anticorps, polyclonaux et/ou monoclonaux. 

34. Proced6 de production d'anticorps. comprenant I'immunisation d'un 
animal avec une v6sicule selon la revendication 7 et la r6cup6ration des 
anticorps et/ou des cellules produisant des anticorps ou impliquees dans la 
reponse immunitaire. 
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35. Proced6 selon la revendication 34, pour la production d'anticorps 
monoclonaux. notamment sp6ciflques de I'association CMH-peptlde. 

36. Utilisation d'un anticorps obtenu selon la revendication 34 ou 35, ou 
d'un fragment d'un tel anticorps, pour la detection, dans un 6chantillon 
biologique, de la presence d'antigenes speclfiques correspondents. 

37. Utilisation d'un anticorps produit selon la revendication 34 ou 35, d'un 
fragment d'un tel anticorps, ou d'une v§sicule selon la revendication 1 pour la 
preparation d'une composition therapeutlque destin6e a inhiber I'Interaction entre 
le recepteur d'un lymphocytes T et le complexe CMH-peptide pour lequel il est 
sp6cifique. 

38. Utilisation d'une v6sicule membranaire selon Tune des revendications 
1 6 16 pour la detection de partenaires sp6cifiques d'une molecule proteique 
dans un ^chantillon biologique. 

39. Utilisation selon la revendication 38 d'un exosome portant un 
complexe CMH-peptide pour la detection de lymphocytes T sp6cifiques de ce 
complexe dans un echantillon biologique. 

40. Utilisation selon la revendication 38 d'un exosome portant un 
recepteur TcR pour la detection de complexes peptide-CMH sp§cifiques de ce 
recepteur dans un echantillon biologique. 

41. Utilisation selon la revendication 38 d'un exosome portant un 
recepteur de ligand pour la detection de la presence dudit llgand dans un 
echantillon biologique. 

42. Methode pour la detection de la presence de lymphocytes T 
speclfiques de complexes antigene-CMH dans un echantillon biologique, 
comprenant la mise en contact dudit echantillon avec un exosome marqu6 selon 
la revendication 7, comportant ledit complexe antigene-CMH, et la mise en 
evidence du marquage de lymphocytes T dans ledit echantillon. 

43. Utilisation d'une vesicule selon la revendication 7 pour I'amplification 
clonale et/ou la stimulation ex vivo de lymphocytes T cytotoxiques ou auxiliaires. 
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44. Utilisation d'une v6sicule selon I'une des revendications 11 a 16 pour 
la preparation d'une composition destin6e au transfert de ladite molecule dans 
une cellule. 
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Figure 3 
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